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【緒言】 
人類は、長年にわたり感染症と闘ってきた。しかし、現在でも世界および日本におい
て、感染症は死因の上位に入っており、より効果的な感染症対策が望まれている。感染
症の予防には、病原体の侵入に対して即時的に働く自然免疫の働きと、抗体産生など、
病原体特異的に働く獲得免疫の活性化が重要である。一方、天然の有機化合物や乳酸菌
などの有用微生物は、安全に使用できる物質としてヒトに使用され、宿主の健康に貢献
している。そこで本研究は、自然免疫と獲得免疫を活性化し、さらにヒトに安全に使用
できる新たな天然物や有用微生物の探索・評価を行うことを目標とした。 
 
1. ワクチンに添加するアジュバントの探索 ～獲得免疫の活性化～ 
ワクチン利用は最
も効果的な感染症予
防である。いくつかの
ワクチンは、抗体産生
能を上昇させるために、 
アジュバントを添加している。しかし、表 1に示すよう
に、現在ヒトに使用できるアジュバントは、アルミニウ
ム塩（Alum）と oil in water（o/w）型のエマルジョン
（MF59）のみである。しかし、これらのアジュバントは、
活性化する免疫型に偏りがあり、場合によって副作用を
起こすこともある。そこで、より効果的で安全なアジュ 
バントが望まれている。これまでに当研究室では、テル 
ペン構造を有する昆虫の幼若ホルモン（JH）の誘導体で 
あるピリプロキシフェン（pyriproxyfen）（図 1（a））が、 
アジュバントとして機能し、抗体産生誘導効果を持つこ
とを明らかにした[1]。そして、この効果が、免疫活性化
の起点となる病原体のパターン認識受容体 Toll like 
receptor（TLR）を介すると予想した[1]。そこで、同じテルペン類で、植物に含まれる
天然有機化合物のミルセン（Myrcene）（図 1（b））の抗体産生誘導効果を検討し、獲得
免疫の活性化能を評価した。   
 
表1：代表的なアジュバントと問題点
アジュバント
活性化する免疫
安全性
細胞性免疫 体液性免疫
アルミニウム塩（Alum） △ ○ △
o/w型エマルジョン（MF59） △ ○ △
2-[1-(4-phenoxyphenoxy)propan-
2-yloxy]pyridine
（a）
7-methyl-3-methylene-
1,6-octadine
（b）
図1：（a）ピリプロキシフェンの構造
（b）ミルセンの構造
実験方法 
4週齢の BALB/cマウス（♀）に、0、3、6週目に抗原（50g/mLの ovalbumin（OVA）
または 5g/mL の抗酸菌分泌タンパク（Ag85B））およびアジュバント（40g/mL の 
Alum または 4.0mg/mL のミルセン）を腹腔内投与し、投与後、任意の週において、血
清中の抗体量と脾細胞中のサイトカイン産生量を測定した。投与群は、抗原のみを投与
した群（Control群）、ミルセンのみ投与した群（[ミルセン(抗原-)] 群）、Alumおよび
抗原を投与した群（[Alum(抗原+)] 群）、ミルセンおよび抗原を投与した群（[ミルセン
(抗原+)] 群）の 4群とした。 
 
ミルセンの OVA特異的 IgG産生誘導効果 
  まず、[ミルセン(OVA-)] 群は、初回投与後のすべての週において、OVA特異的 IgG
の産生誘導効果が見られなかった（図（a）、（b）、（c））。[ミルセン(OVA+)] 群は、
初回投与後 3 週目から、Control 群と比べて有意に OVA 特異的 IgG の産生誘導効果を
示した（図 2（a））。一方、[Alum(OVA+)] 群は、初回投与後 5週目から Control群と
比べて抗体産生が観察されたものの（図 2（b））、緩やかに上昇し、7 週目で初めて
Control群と比べて明らかな誘導効果を示した（図 2（c））。よって、ミルセンは Alum
よりも早期に抗体産生誘導できることが分かった。 
 
 図2：OVA特異的IgGの産生量 （*P < 0.05、**P < 0.01）
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また、初回投与後 8週目に、血清中の IgGを測定したところ、ミルセンの抗体産生誘
導効果は、OVA とミルセンを投与前に混合して投与した場合のみで現れ、混合せずに
ミルセンと OVAを個別に投与した場合、あるいは、ミルセン投与 24時間後に OVAを
投与した場合は効果が現れなかった（図 2（d））。ミルセンは室温で放置するとポリマ
ーを形成することが分かっている[2]。ミルセンの抗体産生誘導効果が誘導された理由
は、ポリマー体を形成したミルセンと抗原を混合して投与することにより、混合液の粘
度が高くなった結果、抗原提示能が上昇したためと考える。一方、ピリプロキシフェン
は、投与前に混合せずに投与した場合でも抗体産生誘導効果を示した。このことより、
ミルセンの作用機序はピリプロキシフェンと異なることが考えられる。以上の結果より、
以後の実験は投与前にミルセンと抗原を混合したものを投与した。 
  
ミルセンの抗体産生誘導型の検討 
  図 3に示すように、獲得免疫は、樹状細
胞がヘルパーT 細胞に病原体（抗原）の情
報を提示することで活性化される。ヘル
パーT 細胞のうち、1型 T 細胞（Th1）は、
サイトカイン INF-を産生し、キラーT細
胞を活性化するだけでなく、INF-が B細
胞を刺激して、IgG2a の産生を誘導する
（細胞性免疫活性型）。一方、2 型 T 細胞
（Th2）は、サイトカイン IL-4や IL-13を
産生し、これらは B細胞を刺激して IgG1
の産生を誘導する（体液性免疫活性型）。
そこで、使用するアジュバントの種類に
より、活性化されるヘルパーT 細胞に違い
があるか否かを、産生誘導されるサイト
カインや IgG サブタイプを調べることに
より、検討した。まず、産生誘導されるサイトカインを調べた。その結果を図 4に示す。
INF-に関しては、[Alum(OVA+)] 群および[ミルセン(OVA+)] 群ともに初回投与後 3 週
目および 8週目に産生を観察したが、両方に大きな差はなかった（図 4（a））。ただし、
[ミルセン(OVA+)] 群では、8 週目において、Control 群と比べて有意に INF-の産生量
が増加した（図 4（a））。IL-4 に関しては、初回投与後 3 週目に比べて 8 週目に、
[Alum(OVA+)] 群の IL-4産生量が多かった（図 4（b））。IL-13に関しては、初回投与後
3 週目に比べて 8 週目に[ミルセン(OVA+)] 群において IL-13 の産生量が著しく増加し
た（図 4（c））。このことから、Alumおよびミルセンには、産生誘導するサイトカイン
の種類に違いがあることが分かった。次に、産生誘導される IgG サブタイプを調べた。
図3：獲得免疫活性化のしくみ
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その結果を図 5に示す。[Alum(OVA+)] 群は、初回投与後 5週目（図 5（a））と 8週目
（図 5（b））に IgG1 の産生誘導が確認され、Th2 を刺激することが分かった。また、
[ミルセン(OVA+)] 群も、5 週目（図 5（a））と 8 週目（図 5（b））に、IgG1 の産生誘
導が観察され、Th2 を刺激することが分かった。このことから、Alum とミルセンは共
に、Th2 を刺激することが分かった。さらに、[ミルセン(OVA+)] 群は、投与後 5 週目
（図 5（c））と 8週目（図 5（d））に IgG2aの産生誘導が観察され、Th1を刺激するこ
とが分かった。この効果はAlumでは低いが、ミルセンではきわめて強い作用を示した。
これらの結果より、ミルセンは Th1 と Th2 の両方を刺激する、細胞免疫活性型および
体液性免疫活性型の 2つの機能があると考えた。ミルセンは炭素数 C10のテルペン類で
あり、これは、細菌の構成成分 Lipid Aの炭素数と類似している。これまでに、Lipid A
は TLR4 を介して Th1 型免疫活性を行うことが知られている[3]。さらに、カルボキシ
ビニルポリマーを使用したポリマー体のアジュバントは Th1/Th2 を刺激して獲得免疫
を活性化することがわかっている[4]。これらのことから、ミルセンの抗体産生誘導には、
TLR を介する作用と、ポリマー体の形成による作用の 2 つがあると考えた。以上の結
果より、ミルセンは、細胞性免疫および体液性免疫の両方の免疫型を活性化する効果的
なアジュバントになり得るであろう。 
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（*P < 0.05、**P < 0.01）
図4：OVAが誘導するサイトカインの種類と産生量
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ミルセンの結核菌抗原 Ag85Bに対する抗体産生誘導効果の検討 
 [Alum(Ag85B+)] 群および[ミルセン(Ag85B+)] 群は両群ともに、初回投与 3 週目で
は、Control群および[ミルセン(Ag85B-)] 群に比べて、抗体誘導効果は観察されなかっ
た（図 6（a））。しかし、[ミルセン(Ag85B+)] 群は、初回投与後 5週目で、Control群と
比べて有意に Ag85B 特異的 IgG の産生誘導効果を示した（図 6（b））。一方、
[Alum(Ag85B+)] 群では、初回投与後 5週目および 7週目においてこの効果が現れた（図
6（b）、（c））。よって、ミルセンは Alumよりも効果が低いものの、結核菌抗原 Ag85B
特異的な IgG抗体の誘導効果を持つことが分かった。このことから、ミルセンを実際の
病原体抗原に対しても使用できると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5：OVA特異的IgGサブタイプの産生量 （*P < 0.05、**P < 0.01）
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2. 自然免疫活性化物質の探索 ～初期感染防御と獲得免疫の増強～ 
自然免疫は、病原体に即時的に働くだけでなく、獲得免疫の活性化を助ける働きを持
っている。前章で検討したミルセンの抗体誘導効果をさらに上昇させるためには、自然
免疫を持続的に活性化することが重要であると考えた。そこで、継続して摂取可能な有
用微生物である乳酸菌に注目した。乳酸菌は TLR を介して自然免疫を活性化すること
が知られている上、近年乳酸菌の継続的な摂取が、ワクチンの抗体産生を上昇させるこ
とがわかっている[5]。そこで、自然免疫活性化作用の強い乳酸菌の候補として、自然免
疫のみで感染防御を行う昆虫体内に生息する乳酸菌に注目した。近年、昆虫にもヒトと
同様に腸内細菌叢が存在し、例えば、ハチの乳酸菌がヒトの免疫を活性化することが明
らかにされている[6]。さらに、昆虫の中でも蚊の腸内細菌は、デングウイルスなどの病
原性の高いウイルスを含むアルボウイルス群が宿主へ侵入するのを抑制していること
がわかり[7]、自然免疫活性化作用が強いと予想した。そこで、本研究では、蚊から乳酸
菌を単離・同定し特徴を解析するとともに、自然免疫を活性化するか否か、自然免疫を
担う抗菌ペプチドの誘導効果を調べることにより評価した。 
 
 
（**P < 0.01）
図6：結核菌抗原Ag85B特異的IgGの産生量
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蚊からの乳酸菌単離・同定 
福岡市中央区の大濠公園で人囮法を用いて 20匹のヒトスジシマカ（Aedes albopictus）
のメスを採集した。採集した蚊の中腸を摘出してホモジナイズし、ホモジナイズ液を乳
酸菌選択培地の GYP白亜寒天培地に塗布した。そして、30 ˚ C、48-96時間通常培養し
た後、乳酸菌候補を 3 つ単離した。単離した乳酸菌候補の 1 つを Ohori 株と命名した。 
 
蚊由来乳酸菌 Ohori株の特徴 
Ohori 株について形態学
的、生理・生化学的、およ
び遺伝学的性質の解析を行
っ た 結 果 、 新 種 の
Enterococcus 属乳酸菌で
あることがわかった（表
2）。そこで、Ohori 株を用
いて自然免疫活性化効果を
検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
解析項目 結果
形態学的特徴
コロニー 正円形、淡黄色、表面は平滑
グラム染色 グラム陽性、卵型球菌
電子顕微鏡 湾曲した細胞、先端に突起（図7）
生理・生化学的特徴
発育 Enterococcus属選択培地で発育
カタラーゼ試験 陰性
発育条件 Enterococcus属の発育条件に一致
近縁種と異なる特徴あり
GC含有量 Enterococcus属と一致
代謝様式 Enterococcus属
近縁種と異なる特徴あり
遺伝学的特徴
16S rRNA遺伝子塩基配列の決定 Enterococcus属
既知種と系統樹が分岐（図8）
pheS遺伝子塩基配列の決定 既知種と系統樹が分岐
DNA-DNAハイブリダイゼーション 既知種との相同性が低い
Bar 1m
図7：Ohori株の電子顕微鏡写真
表2：単離した蚊由来乳酸菌Ohori株の特徴
E. plantarum (NR 118050)
E. haemoperoxidus (NR 028795)
E. moraviensis (NR 028794)
E. ureilyticus (NR 125485)
E. silesiacus (NR 042405)
Ohori
E. termitis (NR 042406)
E. faecalis (AB 012212)
E. faecium (EU 887814)
E. hirae (NR 114452)
E. thailandicus (NR_044160)
E. villorum (NR 036921)
E. avium (KR 363182)
E. malodoratus (NR 028794)
E. gallinarum (AB 269767)
E. dispar (KR 001877)
E. asini (NR 029337)
E. pallens (KP 793154)
E. cecorum (NR 119291)
E. columbae (NR 118924)
E. saccharolyticus (LC 097072)
E. italicas (EF 535230)
E. sulfureus (KR 265371)
E. aquimarinus (NR 042375)
Vagococcus fluvialis (X54258)
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図8：Ohori株と近縁種における
16S rRNA遺伝子に基づく系統樹
（）内はNCBIのアクセッション番号
Ohori株の抗菌ペプチド誘導作用の検討 
病原体感染時に発現が上昇する抗菌ペプチドの中で、Human -defensin 2（HBD-2）
は、病原体に対する攻撃力が一番高いことが知られている。そこで、ヒト腸管由来の
Caco-2細胞を使用して、Ohori株の HBD-2遺伝子の発現誘導について調べた。Caco-2
細胞に Ohori 株の生菌体および熱処理した死菌体を曝露し、6 時間培養した。培養後、
Caco-2 細胞より Total RNA を抽出し、逆転写後、cDNA を調製した。この cDNA のう
ち、HBD-2遺伝子の発現量を real-time PCRを用いて調べた。その結果、Ohori株の生
菌体は、HBD-2 遺伝子発現を誘導しなかったのに対し（図 9（a））、Ohori 株の死菌体
は、Ohori株を曝露していない Control群に対して、有意に HBD-2遺伝子の発現量が上
昇した（図 9（b））。以上の結果から、Ohori株の死菌体は、抗菌ペプチドの誘導を介し
て自然免疫を活性化すると考えられる。また、HBD-2誘導効果は、生菌体では観察され
ず、死菌体のみで観察された理由は、熱処理により菌体外に漏出した菌体内成分が TLR
に作用するためであると考えた。 
 
【総括】 
本研究では、天然物や有用細菌から自然免疫および獲得免疫を活性化する安全で効果
的な物質の探索を行った。まず、テルペン類の天然有機化合物であるミルセンは、獲得
免疫を上昇させ、抗原特異的な IgGの産生を誘導することが分かった。この効果が現れ
た理由は、ポリマーを形成するミルセンと抗原を投与前に混合したことにより粘度が増
し、抗原提示能を上昇させたことや、炭素数 C10 のミルセンが炭素数の類似している
Lipid Aと同様に TLRを刺激したことによるものと考える。さらに、ミルセンの抗体産
生誘導効果は、Alum よりも早く現れた上、細胞性免疫および体液性免疫両方の免疫を
活性化することから、ミルセンは、Alum よりも効果的なアジュバントになり得るであ
ろう。さらに、Alumよりも効果が低かったものの、結核菌抗原 Ag85Bに対しても抗体
産生誘導効果を示したことから、今後ミルセンをアジュバントとして臨床応用できる可
能性がある。次に、自然免疫を活性化する物質として、蚊の腸管から単離した乳酸菌
（**P < 0.01）図9：Ohori株を曝露したCaco-2細胞におけるHBD-2遺伝子の発現誘導効果
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（b）
Ohori株の自然免疫活性化作用を確認した。Ohori株は、同定の結果、Enterococcus属
の新種であることがわかった。さらに、Ohori株の死菌体のみが、腸管細胞において自
然免疫を担う抗菌ペプチドの1つであるHBD-2の遺伝子発現を誘導した。この理由は、
死菌化処理により細胞外に漏出した菌体内成分が TLR に作用したためと考える。本研
究より、今回検討した天然物のミルセンや蚊由来乳酸菌が、獲得免疫あるいは自然免疫
を活性化することにより感染症を予防できる可能性を明らかにした。これらの成果は、
今後の感染症予防に貢献できることが期待できる。 
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 感染症は、現在も世界および日本において死因の上位に入っており、より効果的な対
策が望まれている。感染症の予防には、病原体の侵入に対して即時的に働く自然免疫の
働きと、抗体産生など、病原体特異的に働く獲得免疫の活性化が重要である。一方、天
然の有機化合物や乳酸菌などの有用微生物は、安全に使用できる物質としてヒトの健康
に貢献している。本論文では、自然免疫と獲得免疫を活性化し、さらにヒトに安全に使
用できる新たな天然物や有用微生物の探索・評価する研究を行っている。 
 第 1 章では、テルペン類の天然有機化合物であるミルセンが、獲得免疫を活性化し、
抗体産生誘導効果を示すか否かを検討している。その結果、ミルセンが抗原特異的な抗
体産生誘導効果を持つことを明らかにしている。また、現在ワクチンへの使用が承認さ
れているアジュバントの塩化アルミニウム（Alum）と比較して、ミルセンが、早期に抗
体産生誘導効果を示すことや、Alum が獲得免疫の中の体液性免疫のみを活性化するの
と異なり、ミルセンが、細胞性免疫と体液性免疫の両方を活性化することを明らかにし
ている。さらに、ミルセンが、病原体抗原である結核菌抗原（Ag85B）に対する抗体産
生誘導効果を示すことも明らかにしている。そして、本論文では、ミルセンが抗体産生
誘導効果を示した理由として、ミルセンが病原体認識受容体 Toll like receptor（TLR）
を刺激した反応であることを予想している。 
 自然免疫は、病原体への即時的な攻撃だけでなく、獲得免疫を増強することが知られ
ている。第 2章では、ミルセンの抗体産生誘導効果を高めるために、自然免疫を活性化
することに着想している。そして、継続して摂取可能な乳酸菌を使用して自然免疫を活
性化することを目標としている。さらに、自然免疫活性化作用が強い乳酸菌を選択する
ために、自然免疫のみを持つ昆虫が保有する乳酸菌、中でも蚊の乳酸菌に注目して実験
を行っている。その結果、まず、蚊から単離した乳酸菌（Ohori株）が、Enterococcus
属の新種であることを明らかにしている。さらに、Ohori株の不活化した死菌体がヒト
腸管由来の Caco-2 細胞において、抗菌ペプチドの一種 human -defensin 2（HBD-2）
遺伝子の発現を誘導することを明らかにしている。また、Ohori株の死菌体が抗菌ペプ
チド誘導効果を示した理由として、死菌化処理で漏出した菌体内成分が TLR を刺激し
たことを予想している。 
 感染症の予防には、免疫の活性化が重要である。そのために、ヒトに安全に使用で
きる免疫活性化物質の探索が進められている。本論文では、天然物や有用微生物から
自然免疫および獲得免疫を活性化する安全で効果的な物質の探索を行った。その結
果、天然物のミルセンが獲得免疫を活性化し、既存のアジュバントよりも効果的なア
ジュバントになり得ること、さらに、蚊由来乳酸菌が自然免疫を活性化し、初期感染
防御および獲得免疫の増強ができる可能性を明らかにした。そして、これらの物質
は、自然免疫および獲得免疫の活性化において TLRを介することを示唆した。本論文
で探索した物質は、感染症の予防において有効な免疫活性化物質となることが期待で
きる。 
 以上のことから、本論文の結果は、新たな免疫活性化物質の発見として今後の感染症
対策に貢献できることが大いに期待でき、学位論文として十分に評価できる。さらに、
論文業績および公聴会における申請者の質疑応答は、博士（薬学）の学位を授与するの
に適切な能力であると判断した。 
